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(57) Abstract 

The invention relates to a rnemod for breaking down nucleic acid molecules, comprising the following steps: in a nucleic acid 
molecule to be broken down nucleosides of said nucleic acid molecule are converted by a chemical modification reaction into nucleoside 
analogues which are recognized by nucleic acid glycosylases as their substrate; the nucleic acid glycosylate is added to a sample ^containing 
□T3eic acid molecuteto be broken down; and the nucleic acid to be broken down Is broken down by reaction w.fcfte added , ute 
acid glycosylase. The invention also relates to nucleic acid compounds which in the polymer cham have at least one structural unit having 
at least one recognition site for nucleases, glycosylases and/or methylases and at least one transformable group which frees the recognition 
site after a transformation. 

(57) Zusammetifassung 

Verfahren zum Abbau von NucleinsfturemolckQlcn, wobei in einem abzubauendeo NudemsauremolekQl Nucleoside des abzubauen- 
den Nucleinsauremolekuls dutch cine chernischc ModifikaUonsreaktion in Nucleosidanaloga ^^^ w ^ * e 
insflurc-Glycosylasen als deren Substrat erkannt werden; Zugabe der Nuclelnsaure-Glycosylase zu einer Probe, in der ^ abzuteue^c 
Nucleinsauremolekul vorhanden 1st und die abzubauende Nucleinsaure durch Reaktion der zugegebencn Nudcinsaure^lycosykse abgebaut 
wird Des ^SStoeTUrden Nucleinsflureverbindungcn offenbart, bei dencn in der Polymcrkete mindestens eine Strulaujemheit vorgesehen 
ist, die mindestens eine Erkennungsstelle fur Nucleasen, Glycosylascn, und/oder Methylasen und mindestens eine transformlerbare Groppe 
aufweist, die nach einer Transformation die Erkennungsstelle treilegt 
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Veffahren und Nucleinsaureverbindung zum Abbau 
von in-vitro svnthetisierten Nucleinsauremolektilen 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum Abbau von Nuclein- 
sauremolekulen und Nucleinsaureverbindungen, bei der in der Polymerkette minde- 
stens eine Struktureinheit vorgesehen ist, die nach chemischer Modifikation minde- 
stens eine Erkennungsstelle fur Nucleasen, Glycosylasen oder andere Nucleinsaure- 
modifizierende Enzyme aufweist. 

Durch die auBerst hohe Sensitivitat des PCR-Verfahrens besteht ein enormes Risiko 
der Kontamination des Arbeitsplatzes und damit neuer Reaktionsansatze mit Ampli- 
fikaten vorangegangener Analysen. Zur Eindammung oder Verhindefung der 
Kontaminationsgefahr wird in WO 92/01814 (Cetus) bzw. US 5,035,996 und US 
5,683,896 (Life Technologies) vorgeschlagen, Kontaminatonen in Reaktionsansat- 
zen zur DNA-Amplifikationen dadurch zu kontrollieren, dass in die entstehenden 
Amplifikate bzw. verwendeten Staiter-Oligonucleotide bestimmte Derivate von 
Nucleotidresten (z. B. Desoxyuridin) eingebaut werden. Vor einer neuen Amplifi- 
kationsreaktion konnen dann eventuell im Reaktionsansatz befindliche Amplifika- 
tionsprodukte aus vorangegangenen Amplifikationen dadurch entfernt werden, dass 
durch Verwendung von geeigneten Enzymen (z.B. Uracil-DNA-Glycosylase, UDG) 
Strangbriiche in den Amplifikationsprodukten an der Stelle erzeugt werden, wo die 
Derivate von Nucleotidresten bzw. diese enthaltene Starter-Oligonucleotide einge- 
baut wurden. 

Der Nachteil dieser Verfahren besteht darin, daB das zur Anwendung kommende 
Enzym (UDG) vor Beginn der neuen Amplification inaktiviert werden muB, damit 
es die neu entstehenden Amplifikate nicht angreift. In der Praxis hat sich herausge- 
stellt, daB diese Inaktivierung meist nur partiell gelingt, wodurch die Effektivitat der 
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anschlieBenden Amplifikation, gemessen an der entstehenden Amplifikatmenge, 
zum Teil dramatisch verringert wird. Wie sich in der experimentellen Praxis gezeigt 
hat, konnte dieser Nachteil auch durch Verwendung von in ihrer Thermostabilitat 
modifizierten Enzymen (hier UDG) nicht restlos aufgehoben werden. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren bereitzustellen und Ver- 
bindungen anzugeben, mit denen die im Stand der Technik aufgetretenen Nachteile 
vermieden werden konnen. 

Erfindungsgemafl wird dies enreicht durch ein Verfahren zum Abbau von Nuclein- 
sauremolekuien, wobei 

• in einem abzubauenden Nucleinsauremolekul Nucleoside des abzubauenden 
Nucleinsauremolekuls durch eine chemische Modifikationsreaktion in Nucleoside 
anaioga umgewandelt werden, die von einer Nucleinsaure-Glycosylase als deren 
Substrat erkannt werden, 

• Zugabe der Nucleinsaure-Glycosylase zu einer Probe in der das abzubauende 
Nucleinsauremolekul vorhanden ist und 

• die abzubauende Nucleinsaure durch Reaktion der zugegebenen Nucleinsaure- 
Glycosylase abgebaut wird. 

Die Nucleoside, die in den abzubauenden Nucleinsauremolekiilen als Substrat flir 
die Nucleinsaureglycosylase dienen sollen, konnen durch eine chemische Modifika- 
tionsreaktion in ein Substrat fiir Glycosylasen iiberf&hrt werden. Es kommen dabei 
folgende Basen als Substrat in Betracht: 



3-Alkyladenin, 8-Hydroxyadenin, 3-Alkylguanin, 7-Alkylguanin, 8-Hydroxyguanin, 
Hypoxanthin, 8-Hydroxyinosin, 8-Hydroxynebuiarin, 5-Hydroxycytidin, 6- 
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Hydroxy-5,6-dihydrocytidin, 5-Hydroxymethylcytosin, 5,6-Dihydrothymin, 5- 
Hydroxy-6-hydrothymin, Thyminglycol, Uracil, 5,6-DihydrouraciI, 5-Hydroxy-6- 
hydrouracil, 5-HydroxyuraciI, Uracilglycol, 5-Formyluracil, 5-HydroxymethyI- 
uracil, Formamidopyrimidinbasen, Harnstoff-Derivate, Pyrimidin-Dimere, Alloxan, 
5-Hydroxyhydantoin, trans- l-Carbamoyl-2-oxo-4,5-dihydroxy-imidazolidin, 5- 
Hydroxy-5-methyIhydantoin. 

Besonders bevorzugt sind Modifizierangsreaktionen, die nach einer chemischen 
Modifikationsreaktion die folgenden Nucleosidanaloga ergeben: Uracil, 5-Formyl- 
uracil, 5-Hydroxymethylcytosin, 2,6-Diamino-4-oxo-(N-methylformamido)pyrimi- 
din, Hydroxymethyluracil, Hypoxanthin. 

Besonders bevorzugt ist die Zugabe der folgenden Enzyme: 

3-Methyladenin-DNA-Glycosylase I, 5,6-Dihydrothymin-DNA-Glycosylase, 5- 
Hydroxymethylcytosin-DNA-Glycosylase, 8-Oxoguanin-DNA-Glycosylase, Cyto- 
sin-DNA-Glycosylase, Endonuclease III, Endonuclease V, Endonuclease VIE, 
Formamidopyrimidin-DNA-Glycosylase, Harnstoff-DNA-Glycosylase, Hypox- 
anthin-DNA-Glycosylase, N-Alkylpurin-DNA-Glycosylase, N-MetRylpurin-DNA- 
Glycosylase, Pyrimidindimer-DNA-Glycosylase, Thymidin-DNA-Glycosylase, 
Uracil-DNA-Gylcosylase. 

Insbesondere bevorzugt sind als Enzyme 3-Methyladenin-DNA-GIycosylase II und 
5-Hydroxymethyluracil-DNA-Glycosylase. 

Es konnen auch rekombinant gewonnene Enzyme und/oder thermostabile Varianten 
der genannten Enzyme eingesetzt werden. 

Die Wahl der Enzyme ist abhangig von der Art der durch die chemische Modiflzie- 
rungsreaktion freigelegten Erkennungsstelle des Nucleosidanalogons, welches als 
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Substrat fur das einzusetzende Enzym eingesetzt wird. Umgekehrt kann, wenn ein 
bestimmtes Nucleosidanalogon in die abzubauendc Nucleinsaure eingef&gt wurde, 
das entsprechende Enzym mit der dazugehorigen Substratspezifitat ausgesucht wer- 
den. Dies bedeutet eine hohe Flexibility, die der Anwender durch das erfindungs- 
gemaBe Verfahren erhalt. 

Erfindungsgemafl konnen insbesondere in-vitro synthetisierte Nucleinsauren abge- 
baut werden. Vorzugsweise wird in die in-vitro synthetisierte Nucleinsaure ein 
seltenes oder kunstliches Nucleosid eingebaut, das durch die oben erwahnte chemi- 
sche Modifikationsreaktion zu einem Analogon umgewandelt wird, das durch die 
genannten Nucleinsaurenglycosylasen als Substrat erkannt wird. 

Bevorzugterweise wird das seltene oder kiinstltche Nucleosid durch Venwendung 
des entsprechenden Nucleosidtriphosphates wahrend der in-vitro Synthese einge- 
baut. Dabei kann das seltene oder kiinstliche Nucleosid auch als Bestandteil des 
Starter-OIigonucleotids in das Syntheseprodukt eingebaut werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist insbesondere fiir den Abbau von Desoxyribo- 
nucleinsauren geeignet. 

Als chemische Modifikationsreaktion kommt erfindungsgemafl insbesondere eine 
Modifikationsreaktion in Betracht, die zur Bildung von Inosin-, Uridin-, 5- 
hydroxymethyluridin- oder 5-Formyluridin-Resten in der abzubauenden Nuclein- 
saure fuhrt. 

Nachstehende Beispiele betrefFen bevorzugte Ausfiihrungsformen des erfindungs- 
gemaflen Verfahrens. Die erfindungsgemaBen Bausteine sind zur besseren Ubersicht 
hier als freie Basen aufgefuhrt. 
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Beispiel A 

Einbau: 
Reaktionen: 



Substratbase: 
Enzym: 



5-(2-(l,3-Dioxanyl))-uracif 

schwach saure Hydrolyse zum 5-Foimyluracil 

Oxidation zur Uracil-5-carbonsaure 

Decarb oxyl ierung 

Uracil 

Uracil-DNA-Glycosylase oder 
Cytosin-DNA-Glycosylase oder 
Thymidin-DNA-Glycosylase oder 
Hydroxymethyl-DNA-Glycosylase 



CT N 
I 

R 




Beispiel B 

Einbau: 

Reaktionen: 

Substratbase: 

Enzym: 



5-(2-(l,3-Dioxanyl))-uracil 
schwach saure Hydrolyse 
5-Formyluracil 

3-Methyladenin-DNA-Glycosylase II 
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Beispie] C 

Einbau: 5-(o-Nitrobenzoxy)niethylcytosin 
Reaktionen: Photolyse 
Substratbase: 5-Hydroxymethylcytosin 

Enzym: 5-Hydroxymethylcytosin-DNA-Glycosylase oder 

Fonnamidopyrimidin-DNA-Glycosylase oder 
Endonuclease VIII 




Beispiei D 

Einbau: 7-Methylguanin 

Reaktionen: Teilabbau durch (katalytische) Oxidation oder Photooxidation 

Substratbase: l^-Diamino-^oxo-^-methylformamidoJpyrimidin 

Enzym: Formamidopyrimidin-DNA-Glycosylase 
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Beispiel E 

Einbau: 
Reaktionen: 
Substratbase: 
Enzym: 



5-(6-Nitroveratryloxy)methyluracil 
Photolyse 

Hydroxymethyluracil 

5-Hydroxymethyluracil-DNA-GIycosylase oder 
3-Methyladenin-DNA-Glycosylase II 



OCH 3 




CH z OH 



Beispiel F 

Einbau: 
Reaktionen: 
Substratbase: 
Enzym: 



5- (4-[2-Nitrophenyl])-l ,3-dioxoIahyl)methyluracil 

Photolyse 

Formyluracil 

3-MethyladenhvDNA-Glycosylase II 
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Beispiel G 

Einbau: 
Reaktionen: 
Substratbase: 
Enzym; 



6-(2-Nitroveratryloxy)purin 

Photolyse 

Hypoxanthin 

3-Methyladenin-DNA-GlycosyIase II 





Erfindungsemafi beansprucht werden auch Nucleinsaureverbindungen, bei denen in 
der Poiymerkette mindestens eine Struktureinheit vorgesehen ist, die mindestens 
eine Erkennungsstelle fur Nucleases Glycosylasen, und/oder Methylasen und min- 
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destens eine transformierbare Gruppe aufweist, die nach einer Transformation die 
Erkennungsstelle freilegt. 

Die als Substrat fiir den enzymatischen Abbau geeigneten Nucleoside entstehen 
durch chemische, insbesondere, photochemische sowie biochemische, insbesondere 
enzymatische Reaktionen an anderen inkorporierten natiirlichen, seltenen und/oder 
kunstlichen Nucleosiden. Nach den genannten Reaktionen werden diese durch En- 
zyme ausgeschnitten, die vor den Reaktionen mit ihnen nicht reagieren. Erfindungs- 
gemaB wird so der Zeitpunkt des enzymatischen Abbaus exakt festlegbar. 

Die erfindungsgemaC beanspruchte Nucleinsaureverbindung kann zutn Beispiel in 
Form eines Oligomers oder eines Polymers vorliegen. Als Oligomer kommen insbe- 
sondere Primer (Oligonucleotide mit einer Lange von 5 bis 100 Basen, vorzugswei- 
se 15 bis 40 Basen) in Betracht, wohingegen das Polymer insbesondere als Ampli- 
kon von 10 bis 100.000 Basenpaaren vorliegen kann mit einer Lange von vorzugs- 
weise 200 bis 2.000 Basenpaaren. 

Die erfindungsgemafle Nucleinsaureverbindung weist als Struktureinheit einen 
atypischen Nucleosidrest und/oder eine atypische Base, die C-, N-glycosidisch 
verknupft ist mit einem Zuckerbaustein der Gruppe der Pentosen und Hexosen oder 
der Desoxypentosen und Desoxyhexosen, auf. 

Ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Nucleins&ure mit einer 
Erkennungsstelle in Form einer modifizierten Base der Nucleinsaurekette, insbe- 
sondere Uracil, 5-Uracilcarbonsaure, Hypoxanthin, 5-Formyluracil, 5-Hydroxyme- 
thylcytosin, 5-Hydroxymethyluracil. 

Als erfindungsgemafle Verbindungen, die in die in- vitro synthetisierten Nucleinsau- 
remolekttle eingebaut werden und die nach deren Einbau als transformierbare Grup- 
pe wirken, werden Verbindungen der Forme! B-R bevorzugt, wobei 
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B eine atypische Base ist und 

R die nachstehende Bedeutung hat 

Wasserstoff, 2 , -Desoxyribofuranosyl, Ribofuranosyl, 5X4,4'-DimethoxytriphenyI- 
methyl^^'-desoxyribofiiranosyl, S^^'-Dimethoxytriphenyl-methyl-^ribofurano- 
syl, 5 , -(4,4^Dimethoxytriphenylmethy]-)-3 , -phosphoramidityl-2 , -desoxyribofu 
syl, 5 , -(4,4 , -Dimethoxytriphenylmethyt-)0 , -phosphoramidityI-ribofuranosyl ) 5'- 
(M'-Dimethoxytriphenylmethyl-)^^^ 

syl t 5-(4 > 4 , -Dimethoxytriphenylmethyl-)0-phosphoramidityl-2 , -tert.buty^ 
silylribofuranosyl, 5'-Triphosphato-2'-desoxyribofijranosyl. 

Als atypische Base kommen in den erfindungsgemaBen Verbindungen, die praktisch 
ein Zwischenprodukt auf dem Weg zur abzubauenden Nucleinsaure darstellen, 
folgende Basen als atypische Basen in Betracht: 

5-(2-( 1 ,3-Dioxanyl)>uracil, 5-(2-Nitrobenzoxy)methylcytosin, 5-(4-Methoxy-2- 
nitrobenzoxy)methylcytosin, 5-(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzoxy)methylcytosin [= 5- 
(6-Nitroveratryloxy)methylcytosin], 5-(2-Nitrobenzoxy)methyluracil, 5-(4-Me- 
thoxy-2-nitrobenzoxy)methyluracil, 5-(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzoxy)methylura- 
cil [= 5-(6-Nitroveratryloxy)methyluracil], 5-(2-(4-(2-Nitrophenyl)-l,3-dioxola- 
nyl))methyluracil, 6-(2-Nitrobenzoxy)purin, 6-(4-Methoxy-2-nitrobenzoxy)purin, 6- 
(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzoxy)purin [= 5-(6-Nitroveratryloxy)purin]. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt, unerwiinschte Nucleinsauremolekiile, die 
durch in-vitro-Synthese, z.B. PCR entstanden sind, abzubauen, um z.B. eine 
Kontamination neuer Syntheseansatze mit den Produkten vorangegangener Analy- 
sen auszuschlieflen. Der Vorteil gegeniiber bisher bekannten Verfahren (z.B. WO 
92/01814) besteht darin, daB der enzymatische Abbau der zu hydrolysierenden 
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NucleinsSure erst dadurch ermoglicht wird, dafl zunachst durch eine geeignete che- 
mische Reaktion bestimmte Nucleinsaurebausteine modifiziert werden, wodurch 
diese zum Substrat fur das gewahlte Enzym werden. Dadurch ist es moglich, Zeit- 
punkt und Stelle des Nucleinsaureabbaus durch einfache chemische Modifikation 
der vorliegenden unerwiinschten NucleinsauremolekQle vorherzubestimmen. Die zu 
modifizierenden und abzubauenden Nucleinsaurebausteine konnen in das wahrend 
der in-vitro-Synthese entstehende Produkt sowohl als Nucleosidtriphosphat als auch 
a!s Bestandteil des Starter-Oligonucleotids eingebaut werden. Das Verfahren bietet 
den Vorteil, das Nucleinsaure-abbauende Enzym unabhangig vom Zeitpunkt der 
Hydrolyse zum Reaktionsansatz geben zu k6nnen und nach Hydrolyse nicht inakti- 
vieren zu mussen. Die betreffenden Nucleinsaurebausteine konnen sowohl bei in- 
vitro-Synthesen flbliche oder seltene Nucleoside als auch synthetische Nucleosida- 
naloga sein. 

Die Erfindung wird anhand des folgenden Ausfuhruiigsbeispiels naher erlautert. 

Ausfuhrungsbeispiel: 

Abkurzungen: 

AlkA 3-Methyladenin-DNA-Glycosylase II 

DdU 5-(2-( 1 ^DioxanyOJ-Tdesoxyuridin 

DdUTP DdU-5'-triphosphat 
dTTP r-Desoxylhymidin-S^triphosphat 

Die Synthese und der Einbau des DdUTP in eine Nucleotidkette erfolgt z.B. gemafl 
DD265429. 

Zur Demonstration der Wirksamkeit des Verfahrens zum Abbau von in-vitro syn- 
thetisierten Nucleinsauren wird im ersten Schritt eine PCR (polymerase chain re- 
action) durchgefiihrt. Dabei wird ein Gemisch von dNTP , 
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(desoxynucleosidtriphosphaten) eingesetzt (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), bei dem 
das dTTP durch eine Mischung von DdUTP und dTTP im Mischungsverhaltnis 1:3 
ersetzt wurde. Die Gesamtkonzentration von DdUTP und dTTP ist dabei gleich der 
Einzelkonzentration der drei anderen dNTP. Nach Abschlufi dieser Amplifikation 
wird das Gemisch 1:100 verdunnt und je 5 ^I der Verdiinnung in 3 neue Reaktions- 
gefafle gegeben. Dazu werden 5 jil einer Pufferlosung (pH 2,0) pipettiert, nach Mi- 
schung 10 min bei 50°C inkubiert und nach Abkuhlen auf Raumtemperatur mit 5 \i\ 
einer Pufferlosung (pH 10,0) annahernd neutralisiert. Zu den annahernd neutralen 
Losungen wird ein PCR-Mastermix gegeben, der bei zwei der Reaktionsgefafle 
neben der Taq-Polymerase eine Einheit des Enzyms AlkA enthalt. Zum dritten 
ReaktionsgefaB wird ein herkommlicher Mastermix ohne AlkA zugegeben. Zu 
einem der Reaktionsgefafle mit AlkA im Mastermix werden 5 ^1 Template-DNA 
(aus E. coli) und zu den anderen zwei je 5 Reinstwasser pipettiert. Das Volumen 
aller Ansatze wird nun mit Reinstwasser auf 50 aufgefullt Die Reaktionsansatze 
werden 15 min bei 20°C inkubiert und anschlieflend die PCT gestartet. 

Der Erfolg der Dekontaminationsbehandlung wird im Vergleich der PCR-Ansatze 
mit Zugabe von AlkA deutlich. Nur der Ansatz enth&lt ein Amplifikat, dem entspre- 
chende Template-DNA zugegeben worden war. Im Ansatz ohne AlkA und ohne 
Template-DNA ist ebenfalls ein Produkt nachweisbar, welches hier aber von der 
kunstlichen Kontamination herriihrt, die ohne AlkA nicht zerstort wurde. 
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Patentansp rttche 

1 . Verfahren zum Abbau von Nucleinsauremolektilen, wobei 

• in einem abzubauenden Nucleinsauremolekttl Nucleoside des abzubauen- 
deh Nucleinsauremolekuls durch eine chemische Modifikationsreaktion in 
Nucleosidanaloga umgewandelt werden, die von Nucleinsaure- 
Glycosylasen als dercn Substrat erkannt werden, 

• Zugabe der Nucleinsaure-Glycosylase zu einer Probe, in der das abzubau- 
ende Nucleinsauremolekiil vorhanden ist und 

• die abzubauende Nucleinsaure durch Reaktion der zugegebenen Nuclein- 
saure-Glycosylase abgebaut wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den 
abzubauenden Nucleinsauremolekulen urn in-vitro synthetisierte Nucleinsau- 
remolekiile handelt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, dass in die in-vitro- 
synthetisierte Nucleinsaure der Einbau eines seltenen oder kiinstlichen Nucleo- 
sids erfolgt, das durch die folgende chemische Modifikationsreaktion zu einem 
Analogon umgewandelt wird, das durch Nucleinsaure-Glycosylasen als 
Substrat erkannt wird 

4. 'Verfahren nach Anspruch 3, gekennzeichnet dadurch, dass der Einbau eines 
seltenen oder kunstlichen Nucleosids durch Verwendung des entsprechenden 
Nucleosidtriphosphats wahrend der in-vitro-Synthese erfolgt. 
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5. Verfahren nach Anspruch 3, gekennzeichnet dadurch, dass der Einbau eines 
seltenen oder kiinstlichen Nucleosids dadurch erfolgt, dass dieses als Bestand- 
teil des Starter-Oligonucleotids in das Syntheseprodukt eingefilgt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, gekennzeichnet dadurch, dass es sich bei der 
abzubauenden Nucleinsaure um Desoxyribonucleinsaure handelt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, gekennzeichnet dadurch, dass die chemische 
Modifikationsreaktion zur Bildung von Inosin-, Uridin-, 5-Hydroxymethyluri- 
din- oder 5-Formyluridinresten in der abzubauenden Nucleinsaure fuhrt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, gekennzeichnet dadurch, dass als Nucleinsau- . 
reglycosylase 3-Methyladenin-DNA-Glycosylase II und/oder 5-Hydroxyme- 
thyluracil-DNA-Glycosylase verwendet wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, gekennzeichnet dadurch, dass es sich bei der 3- 
Methyladenin-DNA-Glycosylase II oder 5-Hydroxymethyluracil-DNA- 
Glycosylase um ein rekombinant gewonnenes Enzym und/oder um eine ther- 
mostabile Variante dieses Enzyms handelt. 

10. Nucleinsaureverbindung, bei der in der Polymerkette raindestens eine Struk- 
turcinheit vorgesehen ist, die mindestens eine Erkennungsstelle f&r Nucleasen, 
Glycosylasen, und/oder Methylasen und mindestens eine transformierbare 
Gruppe aufweist, die nach einer Transformation die Erkennungsstelle freilegt. 

11. Nucleinsaureverbindung nach Anspruch 10, bei der die transformierbare 
Gruppe mittels chemischer, insbesondere photolytischer oder enzymatischer 
Abspaltungsreaktion die Erkennungsstelle fur Nucleasen freilegt 
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12. Nucleinsaureverbindung nach einem der Anspruche 10 oder 1 1 in Form eines 
Oligomers, insbesondere eines Primers, wie eines Oligonucleotids einer Lange 
von 5 bis 100 Basen, vorzugsweise 15 bis 40 Basen, oder in Form eines Poly- 
mers, insbesondere eines Amplicons vorzugsweise mit einer Lange von 10 bis 
100.000 Basenpaaren, vorzugsweise 200 bis 2.000 Basenpaaren. 

13. Nucleinsaureverbindung nach einem der Anspruche 10 bis 12, wobei die 
Struktureinheit ein atypischer Nucleosidrest und/oder eine atypische Base C- 
N-glycosidisch verkntipft mit einem Zuckerbaustein der Gruppe der Pentosen 
und Hexosen oder der Desoxypentosen und Desoxyhexosen ist 

14. Nucleinsaureverbindung nach einem der Anspruche 10 bis 13, wobei die Er- 
kennungsstelle eine modifizierte Base der Nucleinsaurekette, insbesondere 
Uracil, 5-Uracilcarbonsaure, Hypoxanthin, 5-Formyluracil, 5-Hydroxyrnethyl- 
cytosin, 5-Hydroxymethyluracil ist 

15. Verbindung zum Einbau in eine Nucleinsaure nach einem der Anspriiche 10 
bis 14 mit der Formel B-R, die nach dem Einbau als transformierbare Gruppe 
wirkt, wobei 

B eine atypische Base ist und 

R die nachstehende Bedeutung hat 

Wasserstoff, 2'-Desoxyribofuranosyl, Ribofuranosyl, S'^^'-Dimethoxytri- 
phenyl-methyl-J^-desoxyribofuranosyl, 5 l -(4,4 , -Dimethoxytriphenylme- 
thyl)-ribofuranosyl, 5 , -(4,4 , -Dimethoxytriphenylmethyl-)-3 , -phosphoramidi- 
tyl-2'-desoxyribofuranosyl, 5 , -(4,4 f -Dimethoxytriphenylmethyl-)-3 t -phosphor- 
amidityl-ribofuranosyl, 5 , -(4,4 , -Dimethoxytriphenylmethyl-)-3 r -phosphorami- 
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dityl^^tri-mediylsilylribofuranosyl, 5 , -(4,4 , -Dimethoxytriphenylmcthyl-)-3'- 
phosphoramidityl-Z-tert-butyldimethylsilylribofuraBosyl, 5 , -Triphosphato-2 < - 
desoxyribofuranosyl . 

16, Nucleinsaureverbindung nach einem der Anspriiche 10 bis 15 wobei die atypi- 
sche Base eine der folgenden Basen 

5- (2-( l,3-Dioxanyl))-uracil, 5~(2-Nitrobenzoxy)methylcytosin, S-(4-Methoxy 
-2-nitrobenzoxy)methylcytosin, 5-(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzoxy)methyl- 
cytosin [= 5-(6-Nitroveratryloxy)methylcytosin], 5-{2-Nitrobenzoxy> 
methyluracil, 5-(4-Methoxy-2-nitrobenzoxy)methyluraciI, 5-(4,5-Dimethoxy- 
2-nitrobenzoxy)methyl-uracil [~ 5-(6-Nitroveratryloxy)methyluraciI], 5-(2- 
(4-(2-Nitrophenyl> 1 ^-dioxolanyl^methyluracil, 6-(2-Nitrobenzoxy)purin, 

6- (4-Methoxy-2-nitrobenzoxy)purin, 6-(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzoxy)purin 
[= 5-(6-Nitroveratryloxy)purin] ist. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



PCT/EP 99/02248 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12Q1/68 C07H19/06 C07H19/16 C070405/04 C07O239/54 
C07D473/30 C07H19/00 

According to jngmgjonal Patent OgggteariogjlPC) cf to both national classification and IPC 



B. FELOS SEARCHED 



IPC 6 C12Q C07H C07D 



Documentation eaarched other than minimum documentation to in* extent that tuch documents are inducted In ma fold* 
Electronic data base consuted during the international March (nam* ol daU bHH and, wtwipndcilMVcfitwniuud) 



c pocunEwra coMsmgRcp to be relevant 



Category * 


CHatton ol document, with JndtaaOon, where appmprtata. of the relevant passages 


MavtmtocMmNo. 


X 


DO 265 429 A (AOL INST PHYT0PATH0LOGIE) 


15,16 




1 March 1989 (1989-03-01) 




cited 1n the application 




Y 


abstract; claims I, 5-7; examples 1,2 


1-14 


X 


WO 92 01814 A (CETUS CORP) 


15 




6 February 1992 (1992-02-06) 




cited 1n the application 




Y 


the whole document 


1-14 ! 




-/-- 





Further document* am feted In the continuation of box C. 



ID 



Patent family member* are Bated in annex. 



• Special categories of efted documents : 

-A- document defining the general stated the art which ra not 

considered to be of particular retevance 
"E" earber document out pubfehed on or after the tnlernstional 

filing data 

"L" document which may throw departs on priority daimfstor 
which to cited to establish the ixjMk^fion dale <rf another 
citation or other special reason (as specified) 

*0" documenf referring to an oral (fledosuTs, use. exhWtion or 
other maarta 

"P- documsrt published prior to the tmamailonai filing data but 
later than the priority date daimed 



T later document pubUthed after the international filing date 
or priottty date and not fn contfd wtth the application but 
cited to understand the prindplo or theory underrying the 



"X" document of particular rotovaree; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

•v documenf of particular relevance: the claimed Invention 
cannot be considered to involve an Inventive step when the 
document la oombhed wtth one or more other such docu- 
ments, such combination being obvioue to a parson exiled 
m the art 

*& 4 document member of the same patent family 



Dale of the actual completion of the International search 

23 August 1999 


Date of mailing of tha International search report 

03/09/1999 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5618 Petamiaan 2 
NL • 2280 HV Ritowfk 
Tel. (431-70) 340-2040. T*. 31 651 epo rtf. 
Fax: (431-70) 340-3016 


Authorized officer 

Knehr, M 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



nctten«l Application No 



PCT/EP 99/02248 





■Mori) OCCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 






Citation of <tocumam, wtth frxllc«tion.wn«rt appropriate, cf m» natovam p*sa*go» 


Rtovait tecum No. 


X 

v 
T 


L0NG0 M C ET AL: "USE OF URACIL DNA 
GLYCOSYLASE TO CONTROL CARRY-OVER 
CONTAMINATION IN POLYMERASE CHAIN 

KtAl 1 IONS 

GENE, 

vol. 93, no. 1, 

1 January 1990 (1990-01-01), pages 
125-128, XP000371626 
ISSN: 0378-1119 
me wnoie document 


15 

1-7, 
10-14 


X 
Y 


US 5 683 896 A (HARTLEY JAMES L ET AL) 
4 November 1997 (1997-11-04) 
ci tea in tne application 
the whole document 


15 

1,2,4-6, 
10,12-14 


X 
Y 


WO 97 12061 A (EPICENTRE TECHNOLOGIES 
CORP) 3 April 1997 (1997-04-03) 
the whole document 


IS 

1,2,4-7, 
10,12-14 


X 


ZHANG G-N ET AL.: "Replication of DNA 
templates containing 5-f or my 1 uracil , a 
' major oxidative lesion of thymine 1n DNA" 
NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 
vol. 25, no. 20, 1997, pages 3969-3973, 
XP0021 13020 
the whole document 


10-15 


v 
X 


SUGIYAMA H ET AL.: "New synthetic method 
of 5-Formyl uracil -containing 
oligonucleotides and their melting 
behaviour" 

TETRAHEDRON LETTERS, 
vol. 37, no. 50, 1996, pages 9067-9070, 
XP002113021 
the whole document 


10,11, 
13-15 


X 


0N0 A ET AL.: "Nucleosides and 
nucleotides. 131. Synthesis and properties 
or oligonucleotides containing 
5-f ormy 1 -2 ' -deoxyurl d t ne H 
CHEMICAL AND PHARMACEUTICAL BULLETINS, 
vol. 42, no. 11. 1994, pages 2231-2237, 
XP0021 13022 
abstract 

page 2231, column 1, paragraph 1 - page 
2233, column 2, paragraph 1; figures 1,2 


10,11, 

13-15 ■ 


A 


EP 0 624 643 A (BECTON DICKINSON CO) 
17 November 1994 (1994-11-17) 
the whole document 





Rom PCT/!3A/210 (oonfeutfon of mm*** tfwaQ (A* 1992) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

tnformcUon on p«t*nt family member* 



nettontl AppScatto* No 

PCt/EP 99/02248 



Patent document 
cited in searcfi report 



Publication 



Patent famfly 
member(8) 



date 



00 265429 


A 


01-03- 


1989 


NONE 






WO 9201814 


A 


06-02- 


1992 


AT 


176002 T 


15-02-1999 










AU 


665338 B 


04-01-1996 










AU 


8532791 A 


18-02-1992 










CA 


2087724 A 


25-01-1992 










DE 


69130800 D 


04-03-1999 










EP 


0540693 A 


12-05-1993 










ES 


2128323 T 


16-05-1999 










US 


5310652 A 


10-05-1994 










US 


5618703 A 


08-04-1997 










US 


5641864 A 


24-06-1997 










US 


5693517 A 


02-12-1997 










US 


5561058 A 


01-10-1996 










us 


5795762 A 


18-08-1998 










us 


5418149 A 


23-05-1995 










us 


5466591 A 


14-11-1995 










Jp 


6501612 T 


24-02-1994 


US 5683896 


A 


04-11- 


-1997 


us 


5035996 A 


30-07-1991 










AT 


159764 T 


15-11-1997 










CA. 


2073298 A 


13-01-1993 










DE 


69222897 D 


04-12-1997 










DE 


69222897 T 


01-10-1998 










EP 


0522884 A 


13-01-1993 










ES 


2109983 T 


01-02-1998 










GR 


3025964 T 


30-04-1998 










JP 


2103155 C 


22-10-1996 










JP 


6090755 A 


05-04-1994 










JP 


8011070 B 


07-02-1996 










AT 


127855 T 


15-09-1995 










CA 


2017522 A,C 


01-12-1990 










DE 


69022291 D 


19-10-1995 










DE 


69022291 T 


07-03-1996 










DK 


401037 T 


05-02-1996 










EP 


0401037 A 


05-12-1990 










ES 


2040199 T 


01-11-1995 










GR 


92300019 T 


25-08-1992 










GR 


3018005 T 


29-02-1996 










JP 


1979468 C 


17-10-1995 










JP 


3058785 A 


13-03-1991 










JP 


7004248 B 


25-01-1995 










AT 


131878 T 


15-01-1996 










CY 


2073 A 


11-09-1998 










DE 


69024286 0 


01-02-1996 










DE 


69024286 T 


30-05-1996 










DK 


415755 T 


22-01-1996 










EP 


0415755 A 


06-03-1991 










ES 


2080807 T 


16-02-1996 










GR 


3019092 T 


31-05-1996 










HK 


1000380 A 


13-03-1998 










JP 


2059842 C 


10-06-1996 










JP 


3091484 A 


17-04-1991 










JP 


7089932 8 


04-10-1995 



WO 9712061 A 03-04-1997 AU 704625 8 29-04-1999 

AU 7118396 A 17-04-1997 
CA 2233079 A 03-04-1997 



foim PCT/I8A/2 10 fetM fantfy «nnM) <Mt » BM) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Informed on on patent f wnOy ntmben 



ncUoMl Application No 

PCT/EP 99/02248 



Patent document 
cited in search report 



PubBcation 
date 



Patent tamily 
memben» 



Publication 
date 



WO 9712061 



EP 



0854936 A 



29-07-1998 



EP 0624643 


A 


17-11-1994 


CA 


2122203 A 


12-11-1994 








JP 


2527533 6 


28-08-1996 








JP 


6319599 A 


22-11-1994 








SG 


44809 A 


19-12-1997 








US 


5470723 A 


28-11-1995 








US 


5536649 A 


16-07-1996 








us 


5561044 A 


01-10-1996 








us 


5736365 A 


07-04-1998 



Foot PCT/t$A2i o (patt* htmfy rat) (July l«82) 



page 2 of 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



PCT/EP 99/02248 



A. KLASSlFtZIERUNO OES ANMEU>UNQ9QEQENSTAMDCS 

IPK 6 C12Q1/68 C07H19/06 C07H19/16 C07D405/04 C07D239/54 
C07D473/30 C07H19/00 

Nach dff {ngn^ontjtn Pggddggjgfan (IPK) Oder nach der nationaion Ktassfitation und der jPK 



B. RECHtRCHtEHTE OEBtBTE 



Rachercntertar Mlndeatprufetofr (KtaMffWtonesystem und Ktaeafflkatlonetymbota ) 

IPK 6 C12Q C07H C07D 



Recherchierte aber ntoht aim fcHrxJaatprutatoir genorende Varoflenuioriungen, aowrt diese unter <fie recherchierten Gettete fane* 



Wihrand der tntamatonalen Recherdw komutttarte etektrontache Osteite* (Nam* dor Datonbank und evtL verwendele Sucrfcegriffe) 



C ALS WESEN1UCH ANGESEHENE UNTEflLAGEN 



Kct«gode* 


Bezetermung der Vertttenttchung, •owe* ertordertJeh unter Angabe der in Betracht kommenden Tede 


Mr. AnspmeBNr. 


X 


DO 265 429 A (ADL INST PHYT0PATH0L0GIE) 


15,16 




1. Narz 1989 (1989-03-01) 






In der Anmeldung erwahnt 




Y 


Zusammenfassung; AnsprOche 1,5-7; 


1-14 




Be1sp1ele 1,2 




X 


WO 92 01814 A (CETUS CORP) > 


15 




6. Februar 1992 (1992-02-06) 






in der Anmeldung erwShnt 




Y 


das ganze Ookument 


1-14 




-/- 





m 



Weftere Verdfferitllchungen «nd dar Portsetzung von Fold C zu 
ertnehmen 



ID 



Steha An tying PatentfamBe 



* Beaondere Kategorten von angegebenan Vatoftahtflcnunoan : 

•A* VartrfTantUchung, <Se dan aflgemetnen Stand dar Techrtk datinlart 
abac nteht aia beaondere bedeutaam enzueehen tat 

"E" Atteree Ookumant daa Jedoch erst am odar nach dam Intamattonalefl 
Anmatdadaium varoffantncht warden 1st 

V Varotlanfllchung. d*a gaalgnat tat, alnan Pftorttalaanapnjahzwatfalhaflar 
acncMnan zu kteeon, odar durcrt dla daa Vaf6f!artJtehungadatum atnar 
anderen 1m Rachafcn an baficht genannten Var&ffardflchung beJegt warden 
eofl odar dla «ua olnem anderen baaondaran Qrund angegeben tat (wte 
auagafOntt) 

*0" VerofTentflchung. dJa afch auf ofne rnundUche Oflenberung. 

Qtno Bonutzung, aina Auastetlung odar andara MaOnahrnen bezteht 
"P" VefOtJertlkJiung, <fla vor dam WemtOonalen AnmtWadatunv aber nach 



T* SpAtara VerOtfertaohung. die nach dam tntarnaflonaJan AnmeWedaJum 
odar dam PrtomAtadaium veroffentScht wooden fct und m* der 
AnmaJdung nteht koBkAart. aondam nur zum VeretAndnla deader 
Erimdung zugrundeliegenden PrtnzJpa Oder dar ihr zugrundeliegenden 
Thaorla angagaben m 
"X" VerfifSentttchung von baaondarar Badautung; die beenepruchte Erflndung 
kann allem auf grund dfeeer VerOff enttlchung nteht ata neu odar aul 
rfaUgk* 



icfita Erfindung 



erflndertecher f iUgko* baruhend betrachtet warden 
T Varoflantilchung von beeonderer Badautung; die b 

kann ntoht ala auf erflndedecher Tetlgkejt baruhend betr 
warden, warai die VaroflantUchung rret atnar odar mahraran anderen 
VerOientftcnungen diaaaf Kaiagorte U\ Varblndung gebracht wtrd und 
dktae verttndung fur atnen Fachmann naitetiegendlst 

A" Vemffentflchung. die Mftgfled daraaban Paterrtamtfle tat 



Oafaim daa AbecMuseee dar titemattonslen Redherche 

23. August 1999 


AbeendedAtum dee Wamalbnaton RecherchanoartchU 

03/09/1999 


Name und PosUnechitft dar tnternebonaian Ftocrwrcnenbeh&rde 
EuropAtachea Patenter*, P.B. 53t8 Patenttaan 2 
NL.22a0HVRi}swtik 
Tel. (♦31-70) 340-2040, T«. 31 $51 epo rt, 
Fax: (431-70) 340-3016 


BevoemAcrttlgter BedlenaUter 

Knehr, M 



Fo<mtJ<«t PCTASA/810 (Bit* « {Ju8 ieez) 



Selte 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



li Mdoiuan AfcWnxitctMn 

PCT/EP 99/02248 



C^ortMttunal ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERtAGEN 



Kat»go»l«- Banidinung d« V«r«!»fXllchung. *r—n •rtmaarfcfi urtsr 4nasb. Oat in Bafeactu icamnMndm Una 



Y 

X 

Y 

X 
Y 



LONGO M C ET AL: "USE OF URACIL DNA 
GLYCOSYLASE TO CONTROL CARRY-OVER 
CONTAMINATION IN POLYMERASE CHAIN 
REACTIONS" 
GENE, 

Bd. 93, Nr. 1, 

1. Januar 1990 (1990-01-01). Selten 
125-128, XP000371626 
ISSN: 0378-1119 
das ganze Dokument 



US 5 683 896 A (HARTLEY JAMES L ET AL) 
4. November 1997 (1997-11-04) 
1n der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 



WO 97 12061 A (EPICENTRE TECHNOLOGIES 
CORP) 3. April 1997 (1997-04-03) 
das ganze Ookument 



ZHANG Q-M ET AL.: "Replication of DNA 
templates containing 5-formyl uracil , a 
major oxidative lesion of thymine in ONA" 
NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 
Bd. 25, Nr. 20, 1997, Selten 3969-3973, 
XP002U3020 
das ganze Dokument 

SUGIYAMA H ET AL.: "New synthetic method 
of S-Formyl uracil -containing 
oligonucleotides and their melting 
behaviour" 

TETRAHEDRON LETTERS, 
Bd. 37, Nr. 50, 1996, Selten 9067-9070, 
XP002113021 
das ganze Dokument 

ONO A ET AL.: "Nucleosides and 
nucleotides. 131. Synthesis and properties 
of oligonucleotides containing 
5-formyl -2 ' -deoxyurl dl ne" 
CHEMICAL AND PHARMACEUTICAL BULLETINS, 
Bd. 42, Nr. 11, 1994. Selten 2231-2237, 
XPO02U3O22 
Zusammenfassung 

Selte 2231, Spalte I, Absatz 1 - Selte 
2233, Spalte 2, Absatz 1; Abblldungen 1,2 

EP 0 624 643 A (BECTON DICKINSON CO) 
17. November 1994 (1994-11-17) 
das ganze Ookument 



15 



1-7, 
10-14 

15 



1.2.4-6, 
10,12-14 

15 

1.2,4-7, 
10,12-14 

10-15 



10.11, 
13-15 



10,11, 
13-15 



Selte 2 von 2 



INTERNATIONALE!* RECHERCHE NBERICHT 

Anjawi ai VsrMsnOcnunsan, <to zut ttlbtn P*l«rt»anHI» gan»ran 



Month* AKtenaKftan 

PCT/EP 99/02248 



lm Racharchenbericm 


Datum dar 


Mitaiiedfer) dor 


Datum der 


angefQhrtes Patantdokumem 


Vertttenatchung 




Patentfamiiie 


VarfrfdnUicfiung 


DD 265429 A 


01-03-1989 


KEINE 




WO 9201814 A 


06-02-1992 


AT 


176002 T 


15-02-1999 




AU 


665338 B 


04-01-1996 




AU 


8532791 A 


18-02-1992 




CA 


2087724 A 


25-01-1992 




DE 


69130800 D 


04-03-1999 




EP 


0540693 A 


12-05-1993 




ES 


2128323 T 


16-05-1999 




US 


5310652 A 


10-05-1994 




US 


5618703 A 


08-04-1997 




US 


5641864 A 


24-06-1997 




US 


5693517 A 


02-12-1997 




US 


5561058 A 


01-10-1996 




us 


5795762 A 


18-08-1998 




us 


5418149 A 


23-05-1995 




us 


JHvUJJj. rt 


14-11-1995 




JP 


UJUlUlt, 1 


24-02-1994 


US 5683896 A 


04-11-1997 


US 




30-07-1991 




AT 




15-11-1997 




CA 


207329ft A 

Cw/ JcjO rt 


13-01-1993 




or 




04-12-1997 




DE 


69222AQ7 T 


01-10-1998 ! 




fp 


0522884 A 


13-01-1993 




ES 


CIU770J 1 


01-02-1998 | 




GR 


3025Q64 T 


30-04-1998 




JP 


2103155 C 


22-10-1996 




JP 


6090755 A 


05-04-1994 




JP 


8011070 R 


07-02-1996 




AT 


127855 T 


15-09-1995 




CA 


2017522 A C 


01-12-1990 




OE 


69022291 D 


19-10-1995 




DE 


69022291 T 


07-03-1996 






401037 T 

tUlUJf 1 


05-02-1996 




PP 


VJHUiWJ/ rt 


05-12-1990 




ES 


2040199 T 


01-11-1995 




GR 


92300019 T 


25-08-1992 




GR 


3018005 T 


29-02-1996 




JP 


1979468 C 


17-10-1995 




JP 


3058785 A 


13-03-1991 




JP 


7004248 B 


25-01-1995 




AT 


131878 T 


15-01-1996 




CY 


2073 A 


11-09-1998 




DE 


69024286 D 


01-02-1996 




DE 


69024286 T 


30-05-1996 






415755 T 


22-01-1990 




EP 


0415755 A 


06-03-1991 




ES 


2080807 T 


16-02-1996 




GR 


3019092 T 


31-05-1996 




HK 


1000380 A 


13-03-1998 




JP 


2059842 C 


10-06-1996 




JP 


3091484 A 


17-04-1991 






JP 


7089932 8 


04-10-1995 


WO 9712061 A 


03-04-1997 


AU 


704625 B 


29-04-1999 




AU 


7118396 A 


17-04-1997 




CA 


2233079 A 


03-04-1997 



font** PCT4SA/210 (AfimtQ Ptt«nt*xntftaX-k£ 1M2> 



Selte 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



I attonslto AktwiZfticftMi 

PCT/EP 99/02248 



lm Recfcarchenberfcht 
angetOhrtes Patenttokumem 



Datum der 
Vertflentttafiung 



Mftglifld^er) der 
Patenttamitte 



Datum cter 
VerOffentfichung 



U0 9712061 



EP 0624643 



17-11-1994 



EP 


0854936 A 


29-07-1998 


CA 


2122203 A 


12-11-1994 


JP 


2527533 B 


28-08-1996 


JP 


6319599 A 


22-11-1994 


SG 


44809 A 


19-12-1997 


US 


5470723 A 


28-11-1995 


US 


5536649 A 


16-07-1996 


us 


5561044 A 


01-10-1996 


us 


5736365 A 


07-04-1998 



RmtiWm PCTitSA/210 (Artful* PlMntfmrffcUAJ 1982) 



Selte 2 von 2 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAYSCALE DOCUMENTS 



OPINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




